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Hydrophile Marker auf der Basis von Benzopyrylo-Polymethinen 

Die Erfindung betrifft Marker auf der Basis von Benzopyrylo-Polymethinen zur 
Verwendung in optischen, insbesondere fluoreszenzoptischen, Bestimmungs- und 
Nachweisverfahren, beispielsweise in der Medizin, in der Pharmazie sowie in der 
Bio-, Material- und Umweltwissenschaft. 

Aufgabe war es, Fluoreszenzmarker auf Polymethinbasis mit hoher Hydrophilie, mit 
grolien Extinktionskoeffizienten sowie hoher Photo- und Lagerstabilitat zu schaffen. 
Diese konnen auf einfache Weise durch monochromatisches (Laser/Laserdioden) 
bzw. polychromatisches Licht (Weililichtquellen) im UV-, im sichtbaren bzw. im NIR- 
Spektralbereich zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt werden bzw. 
funktionieren als Quencher. 
W Erfindungsgemali werden dazu Chromophore auf der Basis von Polymethinen der 
allgemeinen Formel I und II 




eingesetzt. 



Die Erfindung betrifft als Marker geeignete hydrophile Verbindungen auf der Basis 
von unsymmetrischen Polymethinen und ihre Verwendung in optischen, 
insbesondere fluoreszenzoptischen Bestimmungs- und Nachweisverfahren. 

Typische Verfahrensanwendungen beruhen auf der Reaktion von farbstoffmarkierten 
Biomolekiilen, wie zum Beispiel Antigenen, Antikorpern oder DNA-Segmenten mit 
derjeweils komplementaren Spezies. Damit werden unteranderem Messungen von 
Enzymkinetiken, Rezeptor-Ligand-lnteraktionen und Nucleinsaure- 
Hybridisierungskinetiken in vitro als auch in vivo ermoglicht. Des weiteren sind die 
beanspruchten Marker fur die pharmakologische Charakterisierung von Rezeptoren 
oder Wirkstoffen interessant. 

Einsatzmoglichkeiten ergeben sich dadurch beispielsweise in der Medizin und 
Pharmazie, in der Bio- und Materialwissenschafl, bei der Umweltkontrolle und dem 
Nachweis von in der Natur und Technik vorkommenden organischen und 
anorganischen Mikroproben sowie anderes mehr. 

Fur diese Anwendungen werden ublicherweise symmetrische Xanthylium-Salze 
(Fluoresceine und Rhodamine) oder Polymethine (Indocyanine), wie sie 
beispielsweise in der US-Patentschrift 5 627 027 beansprucht werden, verwendet. 

Alle diese Marker haben den Nachteil, dass sie aufgrund der Planaritat des n- 
Elektronensystems zur Aggregation und Dimerenbildung, insbesondere in wassrigen 
Systemen neigen. Desweiteren gehen ungeniigend hydrophile Marker nicht 
spezifische Wechselwirkungen mit unterschiedlichen Oberflachen ein, was zu 
Problemen bei der Aufreinigung der entsprechenden Konjugate und zur einem nicht 
befriedigenden Signal/Rausch Verhaltnis fuhrt. 

Um diese Nachteile zu umgehen, wurden in den Patentschriften PCT/DE 00/00802 
und PCT/DE 01/01946 entsprechende nichtsymmetrische Polymethine auf der Basis 
von Benzo[6]pyran-2-yliden bzw. Benzo[b]pyran-4-yliden -Verbindungen 
beschrieben. 



Uns gelang es nun, diese Marker durch die Einfuhrung zusatzlicher, die Hydrophilie 
der Marker steigernde Substituenten weiter zu verbessern 



Gegenstand der Erfindung sind nun neue hydrophiles Marker auf der Basis von 
Polymethinen der allgemeinen Formeln I und II, 




wobei 

• X fur ein Element aus der Gruppe O, S, Se, Te bzw. das Strukturelement NR 13 
Oder CR 13 R 14 , stent, 

• R 1 - R 14 gleich oder unterschiedlich sind und Wasserstoff, Alkyl-, terf-Alkyl, Aryl-, 
Carboxyaryl-, Dicarboxyaryl, Heteroaryl-, Cycloalkyl-, Heterocycloalkyl-, Alkyloxy- 
, Alkylmercapto- (wobei die Begriffe Alkyl und Cycloalkyl auch Reste mit 
olefinischen Bindungen einschlielien sollen), Aryloxy-, Arylmercapto-, 
Heteroaryloxy-, Heteroarylmercapto-, Hydroxy-, Nitro- oder Cyano-Reste sein 
konnen und R 1 und R 2 , R 2 und R 3 , R 3 und R 4 , R 5 und R 7 , R 9 und R 10 , R 11 und R 12 
bzw. R 12 und R 13 einen oder mehrere aliphatische, heteroaliphatische oder 
aromatische Ringe bilden konnen, 

• einer oder mehrere der Substituenten R 1 - R 14 solubilisierende bzw. ionisierbare 
bzw. ionisierte Substituenten wie S0 3 ", PO3 2 -, C0 2 H, OH, NR 3 + , Cyclodextrin 
oder Zucker darstellen konnen, die die hydrophilen Eigenschaften der Farbstoffe 
bestimmen, wobei diese Substituenten auch ubereine aliphatische oder 
heteroaliphatische, gegebenenfalls zyklische Spacergruppe am eigentlichen 
Grundchromophor angebunden sein konnen, 



• mindestens einer der Substituenten R 1 - R 14 fur eine reaktive Gruppe vom Typ 
Isocyanat, Isothiocyanat, Hydrazin, Amin, Mono- und Dichlor- bzw. Mono- und 
Dibromtriazin, Aziridin, Sulfonylhalogenid, A/-Hydroxysuccinimidester, Imido- 
Ester, Glyoxal oder Aldehyd bzw. Maleimid oder lodacetamid sowie 
Phosphoramidit steht, wobei der jeweilige Substituent uber eine aliphatische oder 
heteroaliphatische, gegebenenfalls zyklische Spacergruppe am eigentlichen 
Grundchromophor angebunden sein kann, 

• die aliphatische oder heteroaliphatische Spacergruppe aus einem 
Strukturelement -[(CH 2 ) a -Y-(CH 2 ) 5 ] c - besteht, worin Y gleich oder verschieden 
eine CR 2 -, O-, S-, S0 2 , S0 2 NH-, NR-, COO- oder CONR- Funktion sein kann, 
wobei R die Funktionen von R 1 - R 14 einnehmen kann und a und b gleich oder 

0 verschieden die Werte von 0 - 18 und c die Werte von 1- 18 darstellen, 

• n fur die Zahlenwerte 0,1,2 oder 3 steht, wobei die fur n = 2 oder 3 jeweilig 
doppelt oder dreifach vorkommenden Substituenten R 8 und R 9 gleich oder 
unterschiedlich sein k6nnen, 

Die erfindungsgemalien Verbindungen konnen als Farbstoffe zur optischen 
Markierung von Proteinen, Nukleinsauren, Oligomeren, DNA, RNA, biologischen 
Zellen, Lipiden, Mono-, Oligo- und Polysacchariden, Liganden, Rezeptoren, 
Polymeren, Pharmaka oder Polymerpartikeln verwendet werden und als Farbstoffe in 
^Systemen zur qualitativen oder quantitativen Bestimmung von Proteinen, 
Nukleinsauren, Oligomeren, DNA, RNA, biologischen Zellen, Lipiden, Polymeren, 
Pharmaka oder Polymerpartikeln uber die funktionellen Gruppen an eine HO-, H 2 N-, 
HS-oder H0 2 C-Funktion der zu bestimmenden Substanzen gekoppelt werden. 

Diese Kopplungsreaktion wird vorteilhaft in organischen oder walirigen Losungen 
durchgefuhrt. 

Die aus den erfindungsgemafien Verbindungen und Biomolekulen bestehenden 
Konjugate weisen fluoreszierende Eigenschaften auf bzw. desaktivieren den 
angeregten Zustand ohne Abgabe von Licht (Quencher). 



Die erfindungsgemalJen Verbindungen finden in optischen, insbesondere 
fluoreszenzoptischen qualitativen und quantitativen Bestimmungsverfahren 
einschlielilich Immuntests, Hybridisierungsverfahren, chromatographischen oder 
elektrophoretischen Verfahren, FRET-Systemen und Hoch-Durchsatz-Screenings 
oder zur Analyse von Rezeptor-Liganden-Wechselwirkungen auf einem Mikroarray 
Verwendung. 

Die Polymethine der allgemeinen Formeln I Und/oder II konnen als Farbstoffe zur 
optischen Markierung von organischen oder anorganischen Erkennungseinheiten, z. 
B. von Aminosauren, Peptiden, Proteinen, Antigenen, Haptenen, Enzymsubstraten, 
Enzym-Cofaktoren, Biotin, Carotinoiden, Hormonen, Neurohormonen, 
Neurotransmittern, Wachstumsfaktoren, Lympholocinen, Lektinen, Toxinen, 
^ Kohlenhydraten, Oligosacchariden, Polysaccharide^ Dextranen, Nucleinsauren, 
Oligonucleotiden, DNA, RNA, biologischen Zellen, Lipiden, rezeptorbindenden 
Pharmaka oder organischen bzw. anorganischen polymeren Tragermaterialien 
verwendet werden. 

Die Markierung der Erkennungseinheiten kann dabei durch die Ausbildung von 
ionischen Wechselwirkungen zwischen den Verbindungen der allgemeinen Formeln I 
und/oder II und den zu markierenden Materialien erfolgen. 

Weiterhin besteht auch die Moglichkeit, die Erkennungseinheit oder das 
Tragermaterial kovalent mit dem Fluorophor zu verbinden. Diese Kopplungsreaktion 
^kann in waGriger oder uberwiegend waftriger Losung und vorzugsweise bei 

Raumtemperatur durchgefuhrt werden. Dabei entsteht eine Sonde (Konjugat) zur 
qualitativen oder quantitativen Bestimmung von unterschiedlichen Biomaterialien 
bzw. anderen organischen und anorganischen Materialien unter Benutzung optischer 
Verfahren. 

Sowohl die Verbindungen der allgemeinen Formeln I und/oder II und davon 
abgeleitete Systeme konnen in optischen, insbesondere fluoreszenzoptischen, 
qualitativen und quantitativen Bestimmungsverfahren zur Diagnostik von 
Zelleigenschaften (Molekulare Bildgebung), in Biosensoren {point of care- 
Messungen), zur Erforschung des Genoms und in Miniaturisierungstechnologien 



eingesetzt werden. Typische Anwendungen erfolgen in der Zytometrie und 
Zellsortierung, der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS), im Ultra-High- 
Throughput-Screening (UHTS), bei der multicolor Fluoreszenz-//7-s/Yi/-Hybridisierung 
(FISH), in FRET-Systemen und in Mikroarrays (DNA- und Protein-Chips). 

Dabei ist ein Mikroarray eine rasterartige Anordnung von auf mindestens einer 
Oberflache immobilisierten Molekulen, die zum Studium von Rezeptor-Liganden- 
Wechselwirkungen verwendet werden konnen. Eine rasterartige Anordnung bedeutet 
mehr als zwei voneinander verschiedene Molekule, welche sich innerhalb einer 
Flache befinden und dort in unterschiedlichen, vorher definierten Regionen mit 
bekannter Position immobilisiert sind. 

Ein Rezeptor ist ein Molekul, das eine Affinitat zu einem gegebenen Liganden 
besitzt. Rezeptoren konnen natiirlich vorkommende Oder kiinstlich hergestellte 
Molekule sein. Rezeptoren konnen in reiner Form Oder gebunden an andere Spezies 
eingesetzt werden. Rezeptoren konnen kovalent oder nichtkovalent entweder direkt 
oder durch bestimmte Kopplungsvermittler an einen Bindungspartner angeknupft 
werden. 

Beispiele fur Rezeptoren, die durch diese Erfindung detektiert werden konnen, 
schlielien Agonisten und Antagonisten fur Zell-Membran-Rezeptoren, Toxine und 
andere Giftstoffe, virale Epitope, Hormone wie Opiate und Steroide, 
Hormonrezeptoren, Peptide, Enzyme, Enzymsubstrate, als Kofaktoren agierende 
Wirkstoffe, Lektine, Zucker, Oligonukleotide, Nukleinsauren, Oligosaccharide, Zellen, 
Zellfragmente, Gewebefragmente, Proteine und Antikorper ein, sind aber nicht auf 
die angefuhrten Stoffe beschrankt. 

Ein Ligand ist ein Molekul, das von einem bestimmten Rezeptor erkannt wird. 
Beispiele fur Liganden, die durch die erfindungsgemafien Verbindungen detektiert 
werden konnen, schliellen Agonisten und Antagonisten fur Zell-Membran- 
Rezeptoren, Toxine und andere Giftstoffe, virale Epitope, Hormone wie Opiate und 
Steroide, Hormonrezeptoren, Peptide, Enzyme, Enzymsubstrate, als Kofaktoren 
agierende Wirkstoffe, Lektine, Zucker, Oligonukleotide, Nukleinsauren, 



Oligosaccharide, Proteine und Antikorper ein, sind aber nicht auf die angefiihrten 
Stoffe beschrankt. 



Durch die Darstellung von nichtsymmetrischen Polymethine, die einerseits als 
terminale Funktion einen leicht derivatisierbaren Heterocyclus vom Typ CH-acider 
Verbindungen, andererseits einen neuartig substituierten 6-Ringheterocyclus 
aufweisen, werden insbesondere nachfolgende Vorteile erreicht: 

Bereits relativ kleine Molekule absorbieren im Spektralbereich uber 550 nm und 
zeigen gegenuber den bisher bekannten Polymethinen mit Absorptionsmaxima uber 
650 nm (Penta- und Heptamethine) eine wesentlich verbesserte photochemische und 
thermische Stabilitat. 

Durch molecular engineering ist es moglich, Lage und Intensitat der Absorptions- und 
Emissionsmaxima beliebig zu steuern und den Emissionswellenlangen 
unterschiedlicher Anregungslaser, vor allem Diodenlasern, anzupassen. 

Die erfindungsgemafcen Verbindungen sind relativ einfach durch das Kondensieren 
der beiden unterschiedlichen CH-aciden Heterocyclen und eines C-1, C-3 oder C-5 
Baustein herzustellen (Eintopf-Verfahren). 

Weitere Verfahren zu ihrer Herstellung bestehen darin, daft in einer 1. Reaktionsstufe 
einer der CH-aciden Heterocyclen mit dem C-1 , C-3 oder C-5 Baustein kondensiert 
wird und nach Isolierung des 1:1-Kondensationsproduktes in einer nachfolgenden 
Kondensation mit dem zweiten CH-aciden Heterocyclus zum Polymethin umgesetzt 
wird. Dabei ist die Reihenfolge der Verwendung der Heterocyclen unerheblich. 
Dadurch ist in wenigen Reaktionsschritten eine Vielzahl unterschiedlich 
funktionalisierter, stark hydrophiler Farbstoffe, die sich hinsichtlich der Gesamtladung 
und der Spezifitat/Reaktivitat der zur Immobilisierung genutzten aktivierten Gruppen 
unterscheiden, auf einfache Weise herstellbar. 

a.'L-^""'"^ 9 - SO ", nachstehend anhcmd von jn der Zeichnu dargestellten 
Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert werden. axemen 
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lm folgenden bezieht sich der Begriff ..Vakuum" auf den Druckbereich von 30-150 
m P a K r - D,e Mischungsverhaltnisse von Flussigkeiten sind Volumenverhaltnisse. Und 
V( ^ K r bedeutet Raumtemperatur. 

Ausfiihrungsbeispiele 1 - 20 (Verbindungen der allgemeinen Formel I) 
1 . Synthese von DY - 61 5 

152 mg (0 5 mmol) 7-Amino-2-ferf-butyl-4-methyl-chromenylium-tetrafluoroborat und 
^ mg (0.5 mmol) 1-(5-Carboxypentyl)-2,3,3-trimethyl-5-sulfonato-3H-indolium- 

^rlm^oi? 50 ? , , Ao ?? n t2 drid 9 el0st - mit 75 Ml (0,6 mmol) Orthoameisen- 
sauretnmethylester und 1 ml Pynd.n versetzt. Die Ldsung wird bei ca. 140 °C ca 30 

. a< ? ^ AbkQnlen auf RT wird das Losungsmittel im Vakuum 
SKhfnif/ w Rpckstand chromatographisch gereinigt (Si0 2 -RP-l8, Eluent 

Methanol / Wasser im Verhaltnis 8 : 2). 1 



110 mg (38 %) Ausbeute. - UV/Vis (Ethanol): - MS (ESI + ): 601.1 [M + Nal + - 578 9 
[M] + ; 31 2.4 [M + 2Na] 2+ . - C 32 H 38 N 2 0 6 S (578.73). J ' 



2. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 615 

15 mg DY - 615, 14 mg DCC und 4 mg NHS werden in 1 ml trockenem DMF gelost 
Dann gibt man 10 Triethylamin zu. Das Reaktionsgemisch wird 24 Stunden bei RT 
geruhrt und anschlieliend filtriert. Im Anschluft daran wird das Losungsmittel 
abgezogen und der Ruckstand mit Diethylether gewaschen. Diese Reaktion verlauft 
quantitativ. 



3. Synthese von DY - 631 

2 80 i mg J°- 5 mmol) ^^^"ty'-^d'ethylamino-^-methyl-chromenylium-tetrafluoro- 
m borat und 242 mg (0.5 mmol) 3-(3-Ethoxycarbonylpropyl)-2,3-dimethyl-5-sulfonato-1- 
(3-sulfonatopropyl)-3H-indolium Natriumsalz werden in 50 ml Acetanhydrid gelost 
mit 75 \i\ (0,6 mmol) Orthoameisensauretrimethylester und 1 ml Pyridin versetzt Die 
Losung wird bei ca. 140 °C ca. 30 min geruhrt. Nach dem Abkuhlen auf RT wird das 
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. 

Der Riickstand wird in einer Mischung aus 10 ml Aceton und 10 ml 2-molarer 
Salzsaure 2 Stunden unter Ruckfluli erhitzt, die Reaktionslosung mit NaHCO, 
neutralised und das LSsungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Ruckstand wird 
chromatographiert (Si0 2 -RP-18, Eluent Methanol/ Wasser im Verhaltnis 6 4) 
145 mg (39 %) Ausbeute. - UV/Vis (Ethanol) \ max (s) = 637 nm (185.000 I- mol' 1 - cm" 

r w^oTkT^oTo^ 658 nm - • MS (ESI "> : 7132 [M]"; 356.4 [M - H] 2 \ - 
C36H45N20 9 S2Na (736.88). 1 



4. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 631 

x ' llaS- ° Y " k 31 'u1 4 m ? °? C Und 4 mg NHS werden nach Ausfuhrungsbeispiel 2 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 



5. Synthese von DY - 633 



rhr 3 ^" 19 ,- ( ° D 5 . mmo,) ^ ert - But y , - 7 -[ eth y«-(3-sulfonatopropyl)-aminoH-methvl- 
SlffllES n't 242 m9 H (0 - 5 mm0,) H5-Carboxypenty. W^WmSjw- 

ssrsss^^ u o nd m 20 r^ w 

^^^^^ — - ^ «*^XSi £ 
Verhaitnt 8 ^ ^ chromato 9 ra P hiert (Si0 2 -RP-18, Eluent Methanol/ Wasser im 



1-1 



135 mg (36 %) Ausbeute. - UV/Vis (Ethanol) X max (e) = 637 nm (180.000 I- mol 
cm' 1 ). - Fluoreszenz X em = 657 nm. - MS (ESI ): 727 [M]"; 363.4 [M - H] 2 " 
C 3 7H48N20 9 S2Na (751.92). 



6. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 633 

15 mg DY - 633, 14 mg DCC und 4 mg NHS werden nach Ausfuhrungsbeispiel 2 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 



7. Synthese von DY - 636 

206 mg (0.5 mmol) lO-tert-Butyl-S-methyl^.S.S.e-tetrahydro-IH^H-H-oxonia-Sa- 
aza-benzo[cte]anthracene-tetrafluoroborat und 242 mg (0.5 mmol) 3-(3-Ethoxy- 
carbonylpropyl)-2,3-dimethyl-5-sulfonato-1-(3-sulfonatopropyl)-3H-indolium Natrium- 
salz werden nach Ausfuhrungsbeispiel 3 zur Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 
135 mg (36 %) Ausbeute. - UVA/is (Ethanol) W (s) = 645 nm (155.000 I- mod- 
ern' 1 ). - Fluoreszenz X em = 670 nm. - MS (ESI ): 737.1 [Ml"; 368.4 [M-H] 2 " - 
C 3 8H45N20 9 S 2 Na (760.91). 



8. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 636 

15 mg DY - 636, 14 mg DCC und 4 mg NHS werden nach Ausfuhrungsbeispiel 2 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 



9. Synthese von DY - 651 

206 mg (0.5 mmol) 2-fert-Butyl-8-ethyl-4,5,7,7-tetramethyl-7,8-dihydro-1-oxonia-8- 
aza-anthracen-tetrafluoroborat und 242 mg (0.5 mmol) 3-(3-Ethoxycarbonylpropyl)- 
2,3-dimethyl-5-sulfonato-1-(3-sulfonatopropyl)-3H-indolium Natriumsalz werden nach 
Ausfuhrungsbeispiel 3 zur Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 
145 mg (38 %) Ausbeute. - UVA/is (Ethanol) X max (e) = 653 nm (160.000 I- mod- 
ern ). - Fluoreszenz X em = 678 nm. - MS (ESI ): 765.1 [M]'; 382 4 fM-Hl 2 ' - 
C 4 oH49N20 9 S 2 Na (888.96). 1 J ' 



10. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 651 

15 mg DY - 651, 14 mg DCC und 4 mg NHS werden nach Ausfuhrungsbeispiel 2 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 



11. Synthese von DYQ - 661 



196 mg (0.5 mmol) 7-Diethylamino-3,4-dimethyl-2-phenyl-chromenylium-tetra- 
fluoroborat und 242 mg (0.5 mmol) 3-(3-Ethoxycarbonylpropyl)-2,3-dimethyl-5- 
sulfonato-1-(3-sulfonatopropyl)-3W-indolium Natriumsalz werden nach Ausfuhrungs- 
beispiel 3 zur Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 

145 mg (37 %) Ausbeute. - UVA/is (Ethanol) ?. max (s) = 661 nm (116.000 I- mol" 1 - 
cm" 1 ). - MS (ESI ): 747.1 [M]\ 373.6 [M - H] 2 ". - C 3 9H43N 2 0 9 S 2 Na (770.90). 



12. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DYQ - 661 

15 mg DYQ - 661, 14 mg DCC und 4 mg NHS werden nach Ausfuhrungsbeispiel 2 
zur Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 



1 3. Synthese von DY - 676 

216 mg (0.5 mmol) 8-Ethyl-4,5,7,7-tetramethyl-2-phenyl-7,8-dihydro-1-oxonia-8-aza- 
anthracen-tetrafluoroborat und 242 mg (0.5 mmol) 3-(3-Ethoxyca rbonyl propyl )-2, 3- 
dimethyl-5-sulfonato-1-(3-sulfonatopropyl)-3H-indolium Natriumsalz werden nach 
Ausfuhrungsbeispiel 3 zur Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 
150 mg (37 %) Ausbeute. - UVA/is (Ethanol) W (e) = 674 nm (84.000 I- mod- 
ern- ). - Fluoreszenz X em = 699 nm. - MS (ESI + ): 785.5 [M] + . - C^hUsNzC^Na 



14. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 676 

15 mg DY - 676, 14 mg DCC und 4 mg NHS werden nach Ausfuhrungsbeispiel 2 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 



15. Synthese von DY - 731 



180 mg (0.5 mmol) 2-fe/t-Butyl-7-diethylamino^1-methyl-chromenylium-tetrafluoro- 
borat und 307 mg (0.5 mmol) 3-(3-Ethoxycarbonylpropyl)-3-methyl-2-(4-phenvl- 
ammobuta-1,3-dienyl)-5-sulfonato-1-(3-sulfonatopropyl)-3H-indolium Natriumsalz 
werden in 50 ml Acetanhydrid gelost und mit 1 ml Pyridin versetzt. Die Losung wird 
bei ca. 140 °C ca. 30 min geriihrt. Nach dem Abkuhlen auf RT wird das 
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. 

Der Ruckstand wird in einer Mischung aus 10 ml Aceton und 10 ml 2-molarer 
Salzsaure 2 Stunden unter Ruckflufi erhitzt, die Reaktionslosung mit NaHC0 3 
neutrahsiert und das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Ruckstand wird 
chromatographiert (SiQ 2 -RP-1 8, Eluent Methanol/ Wasser im Verhaltnis 6 4) 



120 mg (31 %) Ausbeute. - UV/Vis (Ethanol) w ( e ) = 736 nm (225.000 I- mol 

Zl^Z7i 2 ^ 759 nm - ' MS (ESr,: 739 2 [M1 "' 369 5 ' M - H ' 2 - 



16. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 731 

15 mg DY - 731, 14 mg DCC und 4 mg NHS werden nach Ausfuhrungsbeispiel 2 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. M ur 

17. Synthese von DY - 751 

206 mg (0.5 mmol) 2-te/t-Butyl-8-ethyl-4 I 5 I 7,7-tetramethyl-7,8-dihydro-1-oxonia-8- 
^ mPt'hli ^^^^borat und 307 mg (0.5 mmol) 3.(3-Ethoxycarbo ny lS>3- 
^ m ^y^-^-phenyl-am.nobuta-1 ,3-dienyl)-5-sulfonato-1 -(3-sulfonatopropyl)-3/5 - 

SK^iSZ^ Ausf0hrun 9 sb eispiel 15 zur Reason gebracht 

120 mg (29 %) Ausbeute. - UVA/is (Ethanol) X max ( e ) = 751 nm (220.000 I- mol 1 



2+ 



18. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 751 

^LnVebfachrunTa^ereitr ^ W "* n Ausfhrungsbeiapie, 2 zur 
^g^>. Synthese von DY - 776 

:ndtjgeaS« Sa ' Z naCh Aus « h ™»' 15 zur" Si gebracht 

110 1 mg (26 %) Ausbeute. - UVA/is (Ethanol) W (e) = 771 nm (147.000 I- mol '- 

20. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 776 

J^O^t^.^^ NHS W6rde " "* Ausfuhrungsbeispie, 2 zur 



Ausfiihrungsbeispiele 21 - 26 (Verbindungen der allgemeinen Formel II) 



21. Synthese von DY - 681 

180 mg (0.5 mmol) 4-fe/t-Butyl-7-diethylamino-2-methyl-chromenylium-tetrafluoro- 
borat und 242 mg (0.5 mmol) 3-(3-Ethoxycarbonylpropyl)-2,3-dimethyl-5-sulfonato-1- 
(3-sulfonatopropyl)-3H-indolium Natriumsalz werden nach Ausfuhrungsbeispiel 3 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 

140 mg (39 %) Ausbeute. - UV/Vis (Ethanol) *. max (e) = 691 nm (125.000 I- mod- 
ern' ). - Fluoreszenz X em = 708 nm. - MS (ESI"): 713.2 [Ml"; 356.4 rM - HI 2 " - 
C 3 6H45N 2 0 9 S 2 Na (736.88). J ' 



22. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 681 

15 mg DY - 681, 14 mg DCC und 4 mg NHS werden nach Ausfuhrungsbeispiel 2 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 



23. Synthese von DY - 701 



196 mg (0.5 mmol) 7-Diethylamino-2,3-dimethyl-4-phenyl-chromenylium-tetrafluoro- 
borat und 242 mg (0.5 mmol) 3-(3-Ethoxycarbonylpropyl)-2,3-dimethyl-5-sulfonato-1- 
(3-sulfonatopropyl)-3H-indolium Natriumsalz werden nach Ausfuhrungsbeispiel 3 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 

150 mg (39 %) Ausbeute. - UVA/is (Ethanol) X max (e) = 706 nm (115.000 I- mol" 1 - 
^i ). - Fluoreszenz X em = 731 nm. - MS (ESI'): 747.2 [Ml"; 373 4 fM-Hl 2 " - 
/^39H 43 N 2 0 9 S 2 Na (770.90). 1 J 1 J " 



24. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 701 

15 mg DY - 701, 14 mg DCC und 4 mg NHS werden nach Ausfuhrungsbeispiel 2 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 



25. Synthese von DY - 781 

180 mg (0.5 mmol) 4-ferf-Butyl-7-diethylamino-2-methyl-chromenylium-tetrafluoro- 
borat und 307 mg (0.5 mmol) 3-(3-Ethoxycarbonylpropyl)-3-methyl-2-(4-phenvl- 
am.nobuta-1 ,3-dienyl)-5-sulfonato-1-(3-sulfonatopropyl)-3Wndolium * Natriumsalz 
werden nach Ausfuhrungsbeispiel 15 zur Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 



125 mg (33 %) Ausbeute. - UV/Vis (Ethanol) X max (e) = 783 nm (98.000 I- mod- 
ern ). - Fluoreszenz X em = 800 nm. - MS (ESI + ): 785.3 [M + Naf - 763 3 \M + Hl + - 
404.4 [M + 2Na] 2+ ; 393.5 [M + H + Na] 2+ . - C 38 H 47 N 2 0 9 S 2 Na (762.92). 1 ' 

26. Synthese des N-Hydroxysuccinimid-Esters von DY - 781 

15 mg DY - 781, 14 mg DCC und 4 mg NHS werden nach Ausfiihrungsbeispiel 2 zur 
Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 
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Fig.: 3 
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Fig.: 7 
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Fig.: 9 
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Fig.: 11 
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Fig.: 13 
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Fig.: 17 
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Fig.: 19 
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Fig.: 21 
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Fig.: 23 
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Patentanspriiche 



1. Hydrophile Marker auf der Basis von unsymmetrischen Polymethinen der 
allgemeinen Struktur I bzw. II 







R 6 




R' 






^R 5 


N 


Y 






A- 


R 4 




R 7 





II 



wobei 

• X fur ein Element aus der Gruppe O, S, Se, Te bzw. das Strukturelement NR 13 
Oder CR 13 R 14 und n fur die Zahlenwerte 0,1,2 oder 3 steht, wobei die fur n = 
2 oder 3 jeweilig doppelt oder dreifach vorkommenden Substituenten R 8 und 
R 9 gleich oder unterschiedlich sein konnen.steht, 

• R 1 - R 14 gleich oder unterschiedlich sind und Wasserstoff, Alkyl-, ferf-Alkyl, 
Aryl-, Carboxyaryl-, Dicarboxyaryl, Heteroaryl-, Cycloalkyl-, Heterocycloalkyl-, 
Alkyloxy-, Alkyl mercapto- (wobei die Begriffe Alkyl und Cycloalkyl auch Reste 
mit olefinischen Bindungen einschlieften sollen), Aryloxy-, Arylmercapto-, 
Heteroaryloxy-, Heteroarylmercapto-, Hydroxy-, Nitro- oder Cyano-Reste sein 
konnen und R 1 und R 2 , R 2 und R 3 , R 3 und R 4 , R 5 und R 7 , R 9 und R 10 , R 11 und 
R 12 bzw. R 12 und R 13 einen oder mehrere aliphatische, heteroaliphatische 
oder aromatische Ringe bilden konnen, 

• mindestens einer der Substituenten R 1 - R 14 solubilisierende bzw. ionisierbare 
bzw. ionisierte Substituenten wie SCV, PO3 2 -, C0 2 H, OH, NR 3 + , Cyclodextrin 
oderZucker darstellen konnen, die die hydrophilen Eigenschaften der 
Farbstoffe bestimmen, wobei diese Substituenten auch uber eine aliphatische 
oder heteroaliphatische, gegebenenfalls zyklische Spacergruppe am 
eigentlichen Grundchromophor angebunden sein konnen, 
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• mindestens einer der Substituenten R 1 - R 14 fur eine reaktive Gruppe stehen 
kann, welche eine kovalente Verknupfung des Farbstoffs mit einem anderen 
Molekiil ermoglicht, wobei dieser Substituent auch uber eine Spacerfunktion 
am Markerfarbstoff angebunden sein kann, und 

• R 6 einen Substituenten darstellt, der in a-Position zum Pyranring ein quartares 
Oder sp 2 -hybridisiertes C-Atom aufweist, wobei die Substituenten R 6 und R 5 
auch ein aliphatisches bzw. substituiertes aliphatisches oder aromatisches 
Ringsystem bilden konnen. 

2. Hydrophile Marker gemali Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die reaktive 
Gruppe aus folgenden Funktionalitaten ausgewahlt ist: Isocyanate, Isothiocyanate, 
Hydrazine, Amine, Mono- und Dichlor- bzw. Mono- und Dibromtriazine, Aziridine, 
Sulfonylhalogenide, A/-Hydroxysuccinimidester, Imido-Ester, Glyoxal oder Aldehyd fur 
Amin- und Hydroxy-Funktionen bzw. Maleimide oder lodacetamide fur Thiol- 
Funktionen sowie Phosphoramidite fur die Markierung von DNA oder RNA oder 
deren Bruchstucke. 

3. Hydrophile Marker gemaft den Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass die reaktive Gruppe uber aliphatische oder heteroaliphatische Spacergruppe 
die aus einem Strukturelement -[(CH 2 ) a -Y-(CH 2 ) b ] c - besteht, worin Y gleich oder 
verschieden eine CR 2 -, O-, S-, S0 2 , S0 2 NH-, NR-, COO- oder CONR- Funktion sein 
kann, wobei R die Funktionen von R 1 - R 14 einnehmen kann und a und b gleich oder 
verschieden die Werte von 0 - 18 und c die Werte von 1- 18 darstellen, am 
eigentlichen Chromophor gebunden ist. 

4. Hydrophile Marker gemafi den Anspruchen 1 - 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Substituenten R 10 - R 12 und X mit CR 13 R 14 die folgende Bedeutung in der 
Struktur la bzw. Ha besitzen. 
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HO. -.O 




la 



lla 



5. Verwendung der hydrophilen Marker nach den Anspruchen 1 - 4 als Farbstoffe zur 
optischen Markierung von Aminosauren, Proteinen, Antikorpern, Nucleinsauren, 
Oligomeren, DNA, RNA, biologischen Zellen, Lipiden, Polymeren, Pharmaka oder 
^ Polymerpartikeln in optischen, insbesondere fluoreszenzoptischen qualitativen und 
quantitativen Bestimmungsverfahren einschlielilich Immuntests, 
Hybridisierungsverfahren, FRET-Systemen, chromatographischer oder 
elektrophoretischer Verfahren und des Hoch-Durchsatz-Screenings. 

6. Systeme zur qualitativen oder quantitativen Bestimmung von Aminosauren, 
Proteinen, Antikorpern, Nucleinsauren, Oligomeren, DNA, RNA, biologischen Zellen, 
Lipiden, Polymeren, Pharmaka oder Polymerpartikeln, dadurch gekennzeichnet, dass 
die funktionellen Gruppen der Verbindungen nach Anspruch 1 - 4 kovalent an eine 
HO-, H 2 N-, oder HS-Funktion der zu bestimmenden Substanz gekoppelt werden. 

4^ 7. Systeme nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Kopplungsreaktion 
in wassrigen Losungen durchgefuhrt wird. 
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